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論 文 内 容 要 旨
序 論
醤油は、優 れた香味を もつ我 が国の伝統的調味料であ る。最 も一般的 な濃 口醤
油(以 下醤 油)の 製造法 は、大 きく分 けて製 麹、仕込 み、製成 の3つ の工程 か ら
成 っそい る(図1)。 この中で 、麹 と食塩水 が仕込 まれ てで きた諸味 では、乳酸
.発酵 、アル コール発酵、加えて 、熟成 に6ヵ 月以上 とい う長期 間を要 す る。 また、
諸味 は高濃度 の食塩を含む ため、耐塩性 を有 す る限 られ た乳酸菌(Pediococcus
幽)、 酵母(一 §roロxii、Candidaversatilis、Candida
etchellsii等)だけが活動 し、R.h幽 により乳 酸や酢酸等の有機酸 が、
そ して、Z.rouxiiにより多種類の香気成分、 また、⊆.versatilisによ り4一エ
チル グアヤコール等の フェノール化合物が生成 され、醤油 の香味が醸成 され る。
近年、バ イオ リア クター技術 の発展 はめざま しい ものが あ り、従来 の生産効率
を飛躍的 に高 め ることが可 能 となった。その ため、食 品製造への応用研究 も活発
に行 なわれて いる。 前述 のよ うに、醤油の製造 においては諸味 の発酵、熟成 に長
期間を要す るため、 この工程 に固定化微生物を用いたバイオ リアクターを利用す
れば、短時間での旺盛 な発酵 が可能 とな り、大幅な製造 期間の短縮が期待で きる
と考え られ る。
本研究は、醤油の効率的生産 システムを確立 するこ とを 目的 と して 、固定化乳
酸 菌、固定化酵 母を基本 と したバイオ リアク ター シス テムによ る醤油 の連続 生産
を中心 に、各成分の生成 に及 ぼす固定化菌 と遊離菌の寄与、 さ らに、連続培 養に
よ る醤油酵母 の大量生産法 にっ いて検討 を行 な った もので ある。 その結果、醤油
の製造期間を従来法(本 醸 造方式)に 塊べ大幅 に短縮 す ることが可能 とな り、醤
油の新 しい製造 シス テムを確立 した ものであ る。
第1章 固定化 一rouxiiに よる醤油の連続発酵
Z.rouxiiは、醤油酵母の中で も醤油の香 りに最 も重要 な役割 を果す酵 母であ る。
そこで、アルギ ン酸 で固定 化 したZ.rouxiiによるアル コール発酵の最適条件
にっ いてエ タノール生成量 を指 標 と して検 討を行 なった1㌔ 発酵原液 は麹 の加水
分解 よ り得 られ た液を除菌 処理 して使用 し、また、 リアクターにつ いて はエアー
リフ ト型 リア クター(ALR)を 用 いた(図2)。 最初 に、ゲル充 墳率を30%と
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し、滞留時間 を変 えてZ.rouxiiによ る連続発酵試験 を行 な った結 果、工 タノ
ール生成量 は滞留時 間の増加 とともに高 くな り、本 醸造方式で2～3ヵ 月か けて
生成 され る2～3%の エ タ ノールが、25～30時間の滞留時間で生成 され るこ とが
わか った。pHに 関 して は、3.5～5.5の間で旺盛な アル コール発酵が認 め られ た
が、ゲル及び発酵液 中の生 菌数 は4.5～6.0で最大 となってお り、4.5～5.5が
最適 と考え られ た。食 塩濃度 に関 しては、10%を越 え るとエ タノールの生成量 は
徐 々に低下 したが、10%未満では雑 菌汚染の危険 もあ るため、13%程度が適 当で
はないか と考 え られ た。温度 に関 して は、エ タノール生成量は25ッ30℃ で最大
とな って いたが、ゲ ル中の生菌数 は18～27.5℃とい う比較的低温側で高い レベ
ルで保 持 されて お り35～27.5℃が最適 と考 え られた(図3A)。 通 気 に関 して
は、エ アー単独で の通気 に比べ、通 気 ガス中の窒素の比率を多 くす るとエ タノー
ル生 成量 は低下 し、酸素移 動速度 がアル コール発酵 に大 き く影響す ることがわ か
った。特 に、窒素単独 で通 気を行な った場合は、エ タノール量 、ゲル及び発 酵液
申の菌 数 の顕著 な減少 が認 め られた(図3B)。 約3%の エタノールを生成 さぜ
るため には、滞留時 間を28時 間 と した場合0.15mmol/1/h以上 の酸素移動 速
度が必要 と考 え られ た。ALRで の固定化Z,rouxiiによる連続発酵 は、滞 留
時間及び通気条件を変 えて も約50日 間 トラブル もな ぐ、 さらに、再 現性良 く継
続で きた。ALRは 、従来 利用 されてい る流動層型 リア クターに比べ、エ タノー
ル生成量 の変動が少 ないため、固定化Z.'rouxiiによる連続発酵 には有効 な リ
アクターと考 え られ た。
第2章 固定 化Candidaversatilisによ る4一エ チ ル グ ア ヤ コー ル の連 続 生 産
⊆.versatilisは、4一エチルグアヤ コール(4-EG)の よ うなフェノール化合
物 を生成 し、特徴的 な香 りを醤油 に付 与す る酵母であ る。 この4-E「Gの醤油 にお
ける最適 濃度 は1～3ppmで あ ることが知 ら.れて い る6そ こで、Z.rouxiiにょ
る発酵液 の香 りを さらに向上 させるこ とを 目的 として、固定化C.versatilis
による4-EGの連続生産 について、 ゲル充墳率を30%と し、ALRを 用,いて検
討 を行 な った3〕。発酵 原液はZ.rouxiiの場合 と同様、麹の加水分 解液を用 い
た。pHが4.0～5」0において、ゲル及 び発酵液中の生菌数 は高 い レベルで保持
されて いたが、4-EGの生 成量 は3.5～4.0で最大 とな り、、最適pHは4.0付
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近 と考 え られ た』 この値 はエタ ノール生成 の最適pH(5。0付近)と は異な って
いた。温度 に関 しては、4-EGの生成量 は30～33℃で最大 となってお り、 ゲル
及 び発酵液中 の菌数 もこの範 囲で高 い レベ ルにあることか ら、30℃ 付近が最適
と考え られ た。 また、通気 ガス中の窒素の比率を上 げるとゲル及び発酵液中 の生
菌数は若干低下 したが、4-EGの生成量 には ほとん ど変化が認め られ なか った
(図4A)。この結果 は、通気 ガス中の酸素分圧の影響を大 き く受 けるZ.rouxii
の アル コール発酵の結果 とは異 なって いた。次 に、4-EGの生成 に及ぼす滞留時
間の影響 につ いて検討を行な ったところ、5時 間以上の滞留時間では20ppmと
い う著量の4-EGが生成 され た。 さ らに、1～3ppmとい う醤油 におけ る4-EG
の最適濃度は、わずか0.5時 間程度の滞留時間で充分生成 され ることが わか っ
た(図4B)。 このよ うに、⊆.versatilisにお いては、固定化菌体を用 い るこ
とによ り、短 時間で効率良 く4-EGが生 産 され ることが明 らか とな った。
第3章 連続培養による醤油酵母の大量生産
近年 、醤油 醸造において は旺盛 なアル コール発酵を行 なわせ るため、ス ター タ
ー と してZ .rouxii等の種酵母の添加 が一般的 とな ってい る。 また、上記バ イ
オ リア クターを作製 す る場 合 も種酵母 が必要 となる。 そ こで、 これ ら酵母 の効率
的生産 を 目的 と して、培養 中の基質及 び生産物濃度を一定 に維持で き、高 い生産
性が得 られ る連続培 養にっ いて、Z.rouxiiを用 いて検討を行 なった3⊃。培地 は
酵母の生育 に好適なグル コース と醤油 か ら成 る培地を用 い、雑菌の汚染 を防 ぐた
め10%食 塩存在下で、Workingvolume21(51ミニ ジャー)、撹搾数400～
700rpm、通気1vvm、温度30℃ と し、pH及び希釈率(DR)を 変え なが ら連
続培養を行 な った。 その結果 、培養の最適pHは5.0付 近で あ り、 また、培地
の最適C/N比 は16～20であ った。グル コース制 限下での培養 において は、希
釈率の上昇 とともに生菌数が増加 し、希釈率が0.06～0.08h-1の時最大菌数
(L5～L7x109/m1)が得 られ 、また、 その生産性 も最大(9～12xlOlo/1/h)
とな った(図5B)。 これ らの値 は回分 培養における約5倍 の値 であ り、連続培
養では菌数及 びその生産性が顕著 に増加す ることが明 らか とな った。上 記培養 に
おいて は、残 存 グル コース濃度 は35～55PPm、エタノール濃度 は100PPm未満
と低い レベ ルに抑 え られて お り、 この ことが菌数増 加の要因 とな ってい る もの と
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考えられた。また、溶存酸素(DO)制 限下での培養ではグルコース制限下ほど
生菌数の増加は認められなかった(図5A)。一方、グルコース制限下での培養
で得られた菌の発酵力は、回分培養及びDO制 限下での培養で得られた菌に比べ
顕著に減少 していた(図6)6解糖系酵素の活性を測定したとこち、グルコース
制限下での培養では、ほとんどの酵素の比活性が後者の2っ に比べ減少 しており、
このことが発酵力低下の原因の1っではないかと推察された。次に、DOと 生菌
数及び発酵力の関係について検討を行なった結果、グルコースとDO制限の境界
の条件で培養することにより、生菌数も高いレベルで維持され、加えて、菌の発
酵力もかなり高くなることが明らかとなった(表1)。他の醤油酵母 、(Z.rouxii
2株及び ⊆.versatilis2株)にっいても連続培養を行なったところ、生菌数
及びその生産性が著しく増加することより、連続培養法は醤油酵母の生産に非常
に有効な方法であることがわかった。現在、この連続培養法は種酵母の製造に一
部実用化されている。.
第4章 一rouxii及 びCandidaversatilisの固 定化菌 と
遊離菌 のエ タノール及 び4一エ チル グアヤコール生成 に対す る寄与
これ まで、固定化Z,rouxiiによるアル コール発酵及 び固定化9.versati一
逃 による4-EGの生産 にっ いて検討を行 なったが、その過程で発 酵液中 に も遊
離菌がかな り存在す ることがわか った。そ こで、 リア クターを効率 的 に活用す る
ことを 目的 と して、両酵 母のゲル に固定化 され た菌 と遊離菌が、エ タノール及 び
4-EGの生成 にどの程度関与 してい るのか検討を行な った4㌔ エタノールにっ い
て は、遊離菌 によ り生成 され る量がZ.rouxiiでは全体の約65%、⊆.versati一
甚§ で は約90%に 達 し、遊離菌 のエ タノール生成 に対す る寄与が固定化菌 よ り
高 いことが明 らかとなった(図7A)。 これ によ り、⊆.versatilisではほ とん
どのエ タノールが遊離菌 により生成 され ることがわか った。 また、 エ タノールの
比生産性(エ タノール生成 量/h/ce11)を求 めたところ、Z.rouxiiでは固定化
菌の比生産性が遊離菌の約28%、⊆.versatilisでは約3%と 顕著 に減少 して い
た .(表2)。この原因にっ いては、ゲル の表面 は菌が密 に存在 してい るためエ タ
ノール濃度が高 くな ってお り、その結果 、ゲルに固定化 され た菌が このエ タ ノー
ルによ りダメー ジを受 けて いるためではないか と推察 された。一方、⊆.遡 一
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tilisによる4-EGの生成 にお いて は、エタ ノー ル生成 の場合 とは全 く異 な り、
固定化 菌によ りほ とん ど生成 され(約80%)、遊離菌では全4-EGの20%程 度 し
か生成 されなか った(図7B)。 しか しなが ら、C.versatilisの固定化菌 と遊
離菌 にお ける4-EGの比生 産性(4-EG生 成量/h/ce11)には、両者で大 きな違
いは認 め られ ない ことか ら(表2)、 固定化菌 と遊 離菌 の菌数 の差 が4-EG生成
量 の違 いを反映 してい るもの と推察 された。以上の ことよ り、Z,rouxii及び
9.versatilisにおいて は、固定化菌のみな らず遊離菌 も各成分の生成 に寄与 し
て いる ことが 明 らか とな った。
第5章 バイオ リアクターシステムによる醤油の連続生産
本章 では、醤油 の効率的生産 を 目的 と して、固定 化グル タ ミナーゼ、固定化 £.
幽 、 固定化Z,rouxii及び固定化 ⊆.versatilisの各 リア クターを組
合 せたパ イロ ッ トスケール(201/日)でのバ イオ リア クター システムによ る醤
.油の連続生産 にっ いて検討 を行 な った5㌔ 大 豆 と小麦 を麹 菌の連続培 養で得 ちれ
た酵素液 によ り分解 し、 これを発酵原 液(TN2%、NaC113%)として表3に 示 し
た条件で グル タ ミナーゼ リアク ター、 £.幽 リアクターに通 し、その
後、並列 に接続 したZ.rouxiiリアクター と ⊆.versatilisリア クター に通 し、
ここで は4-EGの最終濃度が約1ppmと な るよ うに両 カラム通過液を10:1の
比で ブ レン ドす るよ うに した(図8)。 ・その結果、100日以上 に亘 り、 グル タ ミ
ン酸 にっ いて は0,3～0.4%の増加が安 定に継続 し、また、乳酸 も本 醸造醤油 と
同程度の0.7～1.0%生成 され、その結果 、pHは 目標 とす る4.9～5.0まで低下
した。 さ らに、アル コール発酵 の指標 となるエタノ」ル も、本醸造方式 と同程度
の約2i5%が滞留時間を ほ とん ど変え ることな く安定 に生成 され た。4-EGにっ
いて は9.versatilisリア クター通過 後で約10ppm生成 され、その結 果、Z.
rouxiiリアクター通過液 と混 合 した後 では約1ppmと な り、適正な範囲で コン
トロールす ることがで きた(図9)。 また この間、雑菌の汚染 は認 め られなか っ
た。乳酸発酵≦アル コール発酵及び4-EGの生成 については上 記バイオ リア クタ
ーを用 い ることによ り、本 醸造方式で は2～3ヵ 月 かかるところを約2日 間の滞
留時間でほぼ 目標通 りの水 準 に達す ることがで きた。また、香 気成分 については、
バイオ リアクターによ り得 られ た醤油(バ イオ リア グター醤油)は 、本醸造醤油
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と定性 的には差 はみ られなか ったが、定量的 にみ る とイ ソア ミルアル コール、ア
セ トイ ンが多 く、逆 に、乳 酸エチル、4一ヒ ドロキ シー2(or5)一エ チルー5(or2)一メチ
ルー3(2H)一フラノ ン、4一ヒ ドロキ シー5一メチルー3(2H)一フラ ノ ンが少な く、若干の
違 いが認 め られ た(表4)。 しか しなが ら、官 能検査 においては、バ イオ リアク
ター醤油 は芳香、新鮮 な香 り等 が多少 弱い という評価で あったが、全体的 な レベ
ル にお いて は本醸造 醤油にかな り近い とい う評価が得 られ た(図10)。 また、
麹の加水分解液 を発酵原液 と して用 いた試験 も行な ったが、成分及 び官能的 に も
上記 とほぼ同様の結果が得 られ た。
以上、本バ イオ リアクター システムを用い ることによ り、醤 油の製造期間 を本
醸造方式 に比べ、約1/10と大 幅に短 縮す ることが可能 とな り、 さらに、品質 的
に も本醸造醤油 と遜色 ない ものを得 ることがで きた。
結 論
醤油 の効率的生産 シス テムを確立す ることを 目的 と して 、固定化 グル タ ミナー
ゼ、固定化E.幽 及び固定化酵母(Z.rouxii、⊆.versatilis)から
成 るバ イオ リアクター シス テムによ る醤油の連 続生産 、加 えて、連続 培養に よる
酵母の大量生産 にっ いて検討を行 な った。醤 油酵母 の連続培 養 において は、その
培養法 を確立 し、生菌数及 びその生産性 を回分 培養に比 べ顕 著 に増加 させ ること
に成功 した。バ イオ リアクター システムによ る醤油の生産 においては、100日以
上 に亘 り、乳酸発酵、 アル コール発酵及 び4-EGの生産 を安定 に、かっ、本 醸造
方式 とほぼ同 じ水準で継続 させ ることがで きた。 さらに、製造 に要す る期 間を本
醸造方式の約1/10まで短縮す ることを可能 とし、醤油 の品質 において も本醸造
醤油 と遜色な い もの を得 ることがで きた。 また、固定化酵母 リアクターにおいて
は、固定化菌のみな らず遊離菌 も各成分の生成 に対 して大 きな役割を果 して いる
こ とを 明 らかにす ることがで きた。本バ イオ リアクター シス テムは醤油の生産 に
有効な方法 と考え られ、工業規模 による利用が期待 されて いる。
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審 査 結 果 の 要 旨
わが国の伝統的醸酵食品である醤油の醸造法は製麹,仕 込熟成,製成の工程を含み,と くに醤
油諸味の熟成過程は半年から1年の長い年月を必要 とする。本研究は醤油の効率的な生産システ
ムを確立する目的で,従 来からの技法にとらわれない新規な方法を導入し,醤油の連続生産法を
開発 したものである。
本研究は脱脂大豆と妙小麦を培地とし13%食塩存在下で連続的に麹菌を液体培養 し,ろ過 した
タンパ ク分解液を以下の工程に供 した。醤油 の香 りに最 も重要な役割を果たす耐塩性酵 母
Zygosaccharomycesrouxilをアルギン酸で固定化 し,エアリフ ト型 リアクターで25～27,5℃,
pH4.5～5.5の最適条件を見出した。約3%の エタノールを生成 させるために滞留時間を28時間
とした場合0,15mmol/1/h以上の酸素移動速度が必要であることを明らかにした。バイオ リア
クターを用い50時間の連続醸酵を可能 とした。
次いで,醤油の後熟酵母Candidaversatilisを固定化し,醤油の特徴的な香気である4一エチー
ルグアヤコール(4-EG)の連続生産条件を明らかにした。最適pH4.0,30～33℃で,5時 間以
上の滞留時間で20ppmとい う著量の4-EGの生産をみた。
以上の各バイオ リアクターに供給するための耐塩性酵母の連続培養による大量生産条件を検討
した。培地はグルコースと醤油からなる培地で,10%食塩存在下,pH5.0付近,培 地のC/N比
は16～20,希釈率は0.06～0.08h}1の時,最 大菌数:9～12×1010/1/hが得られた。解糖系酵素群
の活性測定値をもとに解析を加え,溶存酸素(DO),生菌数,醸酵力の関係の検討を行い両株の
酵母の連続培養法に成功 した。さらに,バ イオ リアクター内の固定化菌 と遊離菌のエタノール並
びに4-EG生産に対する寄与率を明らかに した。この連続培養法は現在実用化されている。
以上の知見をもとに,201/日のパイロヅトスケールでの醤油の連続生産システムを構築 した。
従来からの醸造方式では約2～3ケ 月はかかるところが,本研究により約2日 の滞留時間で醤油
の製造が可能となった。香気並びに呈味について,成 分分析,官 能検査によって,本連続生産 シ
ステムの醤油は醸造醤油と比べ遜色のない品質のものを得ることに成功 した。
以上の結果,審査員一同本研究者に対し博士(農学)の 学位を授与するに値す るものと認定 し
た。
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